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   For the application ofgene therapy to bladder cancer, we examined four in vivo gene transfer 
methods without viral vectors. For lipofection cationic liposomes (Lipofectin) were instilled into 
murine bladders. The hemagglutinating virus ofJapan (HVJ)-liposomes  possessing  membrane fusion 
activity were also injected intraluminally. Using a particle gun, rabbit bladder mucosa was 
bombarded with DNA-coated gold microcarriers. Electrotransfection wasexamined in rabbit bladder 
by pulse direct currents  (0  .15-0  .2 A, 50 msec, repeated 8 times) generated between needle lectrodes 
after submucous injection of DNA solution.  /3-galactosidase gene and  chloramphenicol acetyl-
transferase (CAT) gene were used as marker genes. Although lipofection was inefficient in 
normal urothelium, cancerous urothelium was transfected slightly. HVJ-liposomes more 
efficiently transfected superficial layers of urothelium with a peak of expression on day 5. The 
particle gun produced non-uniform but efficient transfection i deeper layers of the urothelium. 
By electrotransfection, submucous interstitial cells were transfected as well as urothelium. No 
major complications were observed after these four procedures. HVJ-liposomes are potentially 
useful for the treatment of carcinoma in situ and the latter two methods may be suitable for the 
adjuvant therapy of localized bladder tumors. 
                                          (ActaUrol. Jpn.  43: 823-827, 1997) 
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緒 言
遺伝子治療は癌に対する新 しい有力な治療法 として















目標 とする細胞に導入する方法(タ ーゲ ッテ ィング)
がうまくいくならば,手術等で得た癌細胞に体外で遺
伝子を導入 し体内に戻すよりも,invivoで直接遺伝子
を導入す るほ うが はるかに実際的である.ベ クター と
して はレ トロウイルスやアデ ノウイルスが これ まで よ
く用い られてい るが,ウ イルスベ クターの安 全性 は常
に議論の的であ り,実 際アデ ノウイルスに よる免 疫原
性が臨床治療 上の問題 となって いる1>安 全 で効 率が
良 く,簡 単 で反復使 用 が可 能 な遺伝 子導 入法 の確 立
は,遺 伝子治療の臨床 応用上必 須 と思われ る.
臓器特異性 に基づいた膀 胱癌 治療の特徴 と して,薬
剤の膀胱 内注入療 法や内視鏡治療が容易かつ有効であ
ることがあげ られ る.膀 胱 癌の遺伝 子治療 を考 えた場
合 も,こ の ような特性 が利用で きるであ ろうことは容
易 に想像 され る.我 々は ここで4つの非 ウイルス ベ
クターによる膀胱 上皮への遺伝 子導入法 を検討 した。
す なわち,リ ポフ 」.クシ ョン5),HVJ(センダイウイ
ル ス)リボ ソーム6)の膀胱 内注 入,遺 伝 子銃7)および
電気穿孔 法8・9)の膀胱への応用 の可能性 を検討 した.
方 法
実験動物
リポ フ山クシ ョン法 お よびHVJリ ボ ソームの実験
に は,雄 性SDラ ッ トお よ びO.1%N-n-Butyl-N一
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butan-r-ol-nitrosamine(BBN)を飲 水 と して2カ 月
間投 与 し膀胱癌 を誘発 した雄性C3Hマ ウスを使用 し
た.動 物 はネ ンブ タール麻酔下 で外科 的に膀胱 を露出
し,26G注 射針 で膀 胱 を穿刺,尿 を吸引 後 にそれ ぞ
れの溶液 を膀胱 内注入 した.
遺伝子銃 お よび電気穿孔法 の実験 には雄性 日本 白色
ウサ ギを使用 した.ネ ンブ タール麻酔下 で外科 的に膀
胱 を露 出,さ らに膀胱 を切 開 して露 出 した粘膜面 に対






(DOPE,Sigma,USA)の1:1混合 物 で リボ ソーム
を作 成 し(リ ポ フェ クチ ン)5),プラス ミ ドDNAと
リポ フェクチ ンをそれぞれOpti-MEN(Gibco)で20
μg/ml、100μg/mlに希 釈 し、1:1で イ ンキ よベー
トした もの を0.2ml/ラッ トまたは0.05ml/マウスで
膀胱内 に注入 した。
HVJリ ボ ソーム
HVJリ ボ ソーム は金 田 らの方 法 に よっ て作 成 し
たlo)。プ ラ ス ミ ドDNA200μgを50μgの 核 蛋 白
HMG-1とイ ンキュベー ト後、 フ ォス ファチ ジル コ
リン、 フォス ファチジル ・セ リンお よび コレステロー
ル(4.8:1:2)10mgから成 る脂 質膜 にボルテ ックス
とソニケー シ ョンで封入 した。 この リボ ソームを紫外
線で不活化 したHvJ(30,000HAu)とイ ンキュベ ー
トした後、融合 しなか ったHVJを シ ョ糖密度勾配遠




高圧 窒 素 ガス(70psi)を利 用 した遺伝 子銃(マ ッ
ハ インパ ク ターKPG-10、関西 ペ イ ン ト社 製)を
使 用 した。 プ ラス ミ ドDNAlμgを 直径0.5また は
1.Oμmの金 マ イク ロ キャ リア(徳 力 本 店)0.6mg
にスペ ル ミジ ンとカル シウム存在 下 で コー トしID,
アル ミニウム製 の弾丸の前面 に付着 させた.弾 丸 は窒
素 ガスの噴射で加速 され銃 口部で停止す るが,マ イク
ロキ ャリアは慣性で その まま目標 に向か って飛 んで ゆ




T820およびOptimizor500(BTX社製)を 使 用 し
た.ウ サ ギ膀胱 粘 膜下 に プ ラス ミ ドDNA100μgを
局所 注入後,そ の部分 をは さんで5-7mmの 距離 で
平行 に粘 膜下 に刺 入 した電極 間で直流 のパ ル ス電 流
(0.15-0,2A,100-500V,50msec)を生 じさせ た.こ
のパ ルス電流 を1秒間隔で8回 繰 り返 した.
マーカー遺伝 子
遺伝子 導入の効率 と発現細胞 の分布 を検討す るため
に,pSV一β一Galactosidase(Promega)をマ ーカー遺
伝子 として用 いた.遺 伝子導入後48時間で膀 胱 を切 除
し,凍 結切片 を1%グ ル タルアル デ ヒ ドで固定 した.
βガ ラ ク トシダーゼ(β 一gal)発現 細 胞 は5-bromo-4-
chloro-3-indolyl一β一D-galactropyranoside(X-gal)で
青染 し,背 景 はヘ マ トキ シリンで染色 した.
HVJリ ボ ソーム に よる導 入遺伝子 の経時 的発現 の
評価 にはchloramphenicolacety1-transferase(CAT)
を用 いた。pCAT(Promega)を正常 ラ ッ ト膀胱 に導
入、1か ら10日 目に 膀 胱 を切 除 、1mlの0.25M
Tris-HCI、pH7,8でホモ ジナ イズ し、遠 心 上 清 の




膀胱 内注 入後48時間の正常膀胱上皮で は,一 部 の細
胞 でのみ β一galの発現 が見 られた(Fig.1-A).一方,
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皮細胞で β一galの発現 が認 め られた(Fig.1-B).
HVJリボ ソーム
HVJリボ ソームの膀 胱 内注入 後48時間 で,正 常膀
胱 お よび癌化 した膀胱 上皮の表層の大部分で β一galの
発現 が認 め られ た(Fig.2).また,CATの 発現 は5
日目で ピー クとな り,徐 々に低 下す るものの10日以上

















た膀胱 に異常 は認 め らなか った.ま た,感 染能 を もつ
HVJは ラ ッ ト.マ ウスで呼吸器感 染症 など病 原性 を
現 わすが12),HVJリボ ソーム注入後 その ようなエ ピ
ソー ドは見 られなかった.
遺伝子銃
遺伝子銃が標 的 とした部位 のウサ ギ膀胱上皮で は,
均一ではな く斑状 に集合 した強 い発現細胞が認 め られ
た(Fig.4).β一galの発現 強度でみ る限 り,個 々 の細
胞の発現 は今 回検討 した4つ の方法 では最 も強 く,発










































































遺伝 子治療は,特 定の機 能 を持 った核酸 をベ ク ター
によって標 的細 胞へ 導入するこ とに よって成 り立つ.
サ イ トカ イン.酵 素な どの機 能的産物 を発現 させ るた
めに は,そ の遺伝子 をウイルス ベク ターによって,
また は発現 プ ラス ミドの形 で非 ウイルス ベ ク ターに
よって導入 されなければな らない.一 方,ア ンチセ ン
ス オリゴヌクレオチ ド.リ ボザ イム13),デコイ2
本鎖 オ リゴヌ ク レオチ ド14)は特 定蛋 白の発現 を抑制
する 目的で設計 されてお り,合 成 のア ンチ セ ンスやデ
コイ を導入す る場 合は発現ベ ク ター システムやウイ
ルス ・ベ クターは不要 である.ウ イルス ベ クターに
は導入 と発現 の効率 が高 い とい う長所 があるが,問 題
とな る副作 用 も多い.例 えば レ トロ ウイ ルス ベ ク
ターの場合,染 色体遺伝子 にラ ンダムに組 み込 まれる
ため確 率は低 いが発癌 の可能性 は否定 で きない.ア デ
ノ ウイルスは免疫原性 を有 してお り,再 投与が 困難
な症例 もあるD変 異や組 み替 えに よって病原性 や増
殖性 を有す る野性 株が 出現す る可 能性 も否定 で きな
い.こ れ らの理 由か らウイルス ・ベ クターを用 いない
invivoでの遺伝子導 入法 の臨床応用 の可能性 につ いて
検 討 した.
リポ フェクシ ョンはinvitroで用 い る場 合に は細胞
毒性が指摘 されているが,膀 胱 内注入 として使用 した
場合,特 に問題 はない ように思 われる.導 入効率が あ
ま り良 くないので繰 り返 して注入す る必要が ある と思
われるが,準 備,生 成 が簡単 なので実用 的か もしれな
い.
HVJの 膜融 合能 を利 用 したHVJリ ボ ソーム によ
り,膀 胱 上皮表層 は より効果 的に遺伝子導 入 された.
この システムでのHVJの 役割 は,エ ンベ ロープのF
蛋 白の膜融合能に依存 してお り,一 般 のウイルス ベ
クターの ような ウイルス ゲ ノムの関与 はないので,
それ に由来す る問題点 も無 い.β一galの発 現か ら見 る










使用す るDNAあ た りの導入効果か ら比較する と,







的で も使用 されるようになって きた8・9)この方法の
特徴は,細胞へ導入するためのベクターを必要 としな
い点であるが,通 電による細胞の傷害と導入効率が問
題点である.今 回の針電極 を使 った検討では,組織の
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